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摘要 :【 目 的] 建立 达 摩 凤 蝶 Papilio demoleus Linnaeus JWS EAER ,并 对 其 生物 学 特性 进行 研究 。【 方 法 】 使 用 
改良 配方 的 Grace 培养 基 并 辅 以 20% 胎 牛 血清 ,通过 原 代 和 传代 培养 建立 达 摩 凤 蝶 新 绒 幼 忠 细 胞 系 。 通 过 显 微 观 
察 .细胞 活力 分 析 、 核 型 分 析 和 分 子 鉴定 ,获得 4 个 新 建 细 胞 系 的 生物 学 特性 数据 。 使 用 Bac-To-Bac® 杆 状 病毒 表 
达 系 统 构建 重组 分 泌 型 碱 性 磷酸 酶 杆 状 病毒 (AcMNPV-SEAP) 。 使 用 有 限 稀释 法 测定 达 摩 风 蝶 细胞 系 对 AcMNPV- 
SEAP 的 半数 组 织 培养 感染 剂量 (TCID: ) ， 比 较 达 摩 凤 屿 细胞 系 对 AcMNPV-SEAP 的 敏感 性 。【 结 果 】 建 立 了 4 个 
贴 壁 生长 的 达 摩 风 蝶 新 孵 幼 虫 细 胞 系 (RIRI-PaDe-1 ,RIRI-PaDe-2, RIRI-PaDe-3 及 RIRI-PaDe-4) , H.33f£ z8 60 代 以 
上 。 形 态 学 方面 ,细胞 系 RIRI-PaDe-1 和 RIRI-PaDe-4 较为 相近 , 均 由 圆 形 、 梭 形 以 及 多 边 形 细 胞 组 成 ,细胞 系 RIRI- 
PaDe-2 主要 为 圆 形 细 胞 ,而 RIRI-PaDe-3 主要 为 类 似 表皮 细胞 和 纤维 状 细胞 。 细 胞 增殖 动力 学 方面 ,4 个 细胞 系 的 
群体 倍增 时 间 分 别 为 69.77, 67.42, 81.48 及 65.43 h。 核 型 分 析 显 示 4 个 细胞 系 染 色 体 数量 均 呈 正 态 分 布 ,其 中 
RIRI-PaDe-2, RIRI-PaDe-3 以 及 RIRI-PaDe-4 的 染色 体 数目 分 布 区 间 比 较 接 近 , 在 45 ~97 条 之 间 ,RIRI-PaDe-1 的 染 
色 体 条 数 相 比 偏 少 ,在 36 ~90 条 之 间 。 通 过 比 对 4 个 达 摩 凤 蝶 细胞 系 和 虫 卵 的 细胞 色素 。 氧化 酶 亚 基 I( CO1) 基 
因 序 列 ,证 明 4 个 新 建 细 胞 系 来 源 于 达 摩 风 蝶 组 织 。 比 较 4 个 细胞 系 对 AcMNPV-SEAP 敏感 性 发 现 RIRI-PaDe-3 对 
此 病毒 较为 敏感 ,可 作为 重组 杆 状 病毒 表达 的 宿主 。[ 结论 ] 虽 然 4 个 新 建 达 摩 凤 蝶 细胞 系 的 来 源 相 同 , 具 有 相同 
的 遗传 背景 ,但 其 生物 学 特征 仍 有 明显 差异 ,具有 进一步 研究 的 价值 。 

关键 词 : AER: DERI SU; 昆虫 细胞 系 ; 分 泌 型 碱 性 磷酸 酶 ; 重组 杆 状 病毒 
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Establishment and characterization of four cell lines developed from 


































































































































































































































































































Papilio demoleus ( Lepidoptera: Papilionidae ) 

DING Wei-Feng, FENG Ying', ZHANG Xin, LI Xian, WANG Cheng-Ye, XIE Shi-Cong ( Key 
Laboratory of Cultivating and Utilization of Resource Insects of State Forestry Administration, Research 
Institute of Resource Insects, Chinese Academy of Forestry, Kunming 650224 , China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to establish and characterize cell lines developed from the neonate 
larvae of Papilio demoleus Linnaeus. [ Methods] Modified Grace' s medium supplemented with 20% fetal 
bovine serum was used to culture tissues from neonate larvae of P. demoleus. The methods of cell 
morphology analysis, growth analysis, chromosome analysis, and molecular identification of the cell lines 
were used to obtain the biological characteristics of new cell lines. In order to study the viral 
susceptibility of four cell lines derived from P. demoleus, recombinant baculovirus carrying secreted 
alkaline phosphatase ( AcMNPV-SEAP ) was constructed using Bac-to-Bac? baculovirus expression 
system to infect the cell lines. The median tissue culture infectious dose ( TCID.) of each cell line was 
measured using limiting dilution method by measuring the expression of recombinant SEAP. [ Results] 


Four new cell lines developed from the neonate larvae of P. demoleus were established on modified Grace’ s 
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medium and named RIRI-PaDe-1, RIRI-PaDe-2, RIRI-PaDe-3 and RIRI-PaDe-4, respectively. These 
cells were subcultured for approximately 60 passages. There were significant differences in biological 
characteristics between different cell lines. According to morphology, RIRI-PaDe-1 and RIRI-PaDe-4 
were composed of round, spindle and polygonal cells, RIRI-PaDe-2 was mainly composed of round cells, 
and RIRI-PaDe-4 was mainly composed of epidermal-like and fibrous cells. The cell population doubling 
time ( PDT) of IRI-PaDe-1, RIRI-PaDe-2, RIRI-PaDe-3 and RIRI-PaDe-4 was 69. 77, 67.42, 81.48 
and 65.43 h, respectively. Karyotype analysis showed that the number of chromosome of each cell line 
fitted the normal distribution. The chromosome numbers of RIRI-PaDe-2, RIRI-PaDe-3 and RIRI-PaDe-4 
varied widely from 45 to 97, while that of RIRI-PaDe-1 varied from 36 to 90. All of the four cell lines 
could be infected with the AcMNPV-SEAP, but RIRI-PaDe-3 was more susceptible to AcMNPV-SEAP. 
[ Conclusion] Although the four new cell lines developed from the neonate larvae of P. demoleus have the 
same genetic background analyzed by DNA amplification fingerprinting ( DAF) using mitochondrial 
cytochrome c oxidase subunit I ( COI) gene, there are still significant differences in the basic biological 
characteristics among them. It is worthy to be further researched. 
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昆虫 细胞 系 及 其 培养 技术 已 被 广泛 应 用 于 昆虫 
生理 学 .昆虫 病理 学 及 分 子 生 物 学 等 领域 (Lynn， 
2002) 。 其 中 ,利用 昆虫 细胞 作为 生物 反应 器 的 杆 
状 病 毒 表达 系统 (baculovirus expression vector 
system, BEVS) 已 被 用 于 重组 蛋白 的 体外 表达 ,在 生 
物 学 农业 以 及 医学 领域 发 挥 重要 作用 ( Granados. et 
al., 2007) 。 目 前 ,已 报道 的 昆虫 细胞 系 超 过 500 
个 ,其 中 半数 以 上 取材 于 鳞 翅 目 昆虫 ,为 昆虫 杆 状 病 
毒 研究 提供 了 充足 的 试验 材料 (Murhammer， 
2007)。 但 是 ,大 多 数 建立 的 细胞 系 来 源 集中 于 少 
数 几 个 目的 昆虫 ,其 中 仅 有 4 个 细胞 被 广泛 用 于 
BEVS 的 构建 :来 源 于 鳞 翅 目 夜 蛾 科 草 地 夜 蛾 
Spodoptera frugiperda Bp 5& 2l Jj z& So 和 Sf21 
( Vaughn et al., 1977) ; AAIR Tricoplusia ni 细胞 
系 BTI-Tn-5B1 4 ( Granados et al., 1994) ,其 商品 名 
High Five™ ,由 Life Technologies 公司 销售 ; 0088 H 
He ELE Sid Drosophila melanogaster Jit: 2H Mu z& 
SL2 (Schneider, 1972)。 仍 有 种 类 繁多 的 昆虫 未 能 
建立 稳定 传代 的 无 限 细 胞 系 ( Mitsuhashi, 2001 )。 
建立 更 多 新 的 昆虫 细胞 系 不 仅 为 筛选 和 发 掘 具有 特 
殊 功 能 和 生物 学 特性 的 细胞 系 提 供 可 能 ,也 为 昆虫 
生理 生化 及 基础 生物 学 研究 提供 试验 材料 ,具有 重 
要 的 意义 (Granados et al., 2007; 郑 桂 玲 等 , 2010) 。 
虽然 目前 已 建立 的 鳞 翅 目 昆 虫 细 胞 系 已 有 几 百 
个 ,但 来 源 于 凤 蝶 科 ( Papilionidae) 昆虫 细胞 系数 量 
不 超过 10 个 (Murhammer，2007 ) 。 达 摩 风 蝶 Papilio 
demoleus Linnaeus 的 幼虫 是 芸香 科 ( Rutaceae ) 和 豆 科 
(Fabaceae) 植 物 的 重要 害虫 (Lewis, 2009) ;但 其 成 虫 
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翅 表 花纹 美丽 ,是 一 类 具有 观赏 价值 的 经 济 昆虫 。 
本 研究 以 达 摩 风 蝶 Papilio demoleus 39r] K HERNE 
为 建 系 的 试验 材料 ,经 过 长 达 7 个 月 的 原 代 培 养 期 
后 ,细胞 进入 了 传代 培养 阶段 ,最终 获 得 了 4 个 能 稳 
定 传代 的 细胞 系 , 分 别 命名 为 RIRI-PaDe-1 RIRI- 
PaDe-2, RIRI-PaDe-3 及 RIRI-PaDe4。 本 文 将 对 建 
系 过 程 . 各 细胞 系 生物 学 特性 ,以 及 对 重组 分 泌 型 碱 
性 磷酸 酶 核 型 多 角 体 病毒 (AcMNPV-SEAP) 侵 染 力 
大 小 进行 比较 。 


























1 材料 与 方法 
1.1 供 试 昆 虫 

WEHR P. demoleus 卵 采 于 中 国 林业 科学 研 
究 院 资源 昆虫 研究 所 元 江 试验 站 。 

1.2 昆虫 细胞 系 的 建立 

1.2.1 原 代 培养 : 将 收集 的 达 摩 凤 蝶 卵 用 70% E 
用 酒精 进行 5 min 的 表面 消毒 ,之 后 用 灭 菌 的 蒸馏 
水 冲洗 以 便 除 去 残留 的 乙醇 。 将 消毒 后 的 虫 卵 分 装 
27835 mm 直径 的 Corning? 无 菌 培养 亚 (货号 
430165) , BIL 10 枚 虫 卵 ,培养 四 封口 后 于 28C 
Hid [5. I4 BÜRO. FH CURL ECT ECT 2] 1 
转移 至 1.5 mL Eppendorfe 离 心 管 中 , 管 内 已 提前 添 
加 100 pL HyClone® 0.05% 胰 蛋 白 酶 消化 液 (货号 
SH30236. 01) , 每 管 约 取 5 条 幼虫 。 用 灭 菌 的 小 剪 
刀 将 幼虫 剪 碎 ,室温 静 置 I5 min 进行 组 织 消 化 。 之 
后 ,将 幼虫 组 织 块 连同 消化 液 转移 至 底面 积 为 12.5 
cm? 的 BD Falcon@ 细 胞 培养 瓶 (货号 353018) ,每 瓶 
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添加 5 mL 培养 基 , ELT 28"C 避 光 恒温 培养 ,每 2 Ju 
更 换 一 半 的 培养 基 。 本 研究 所 用 培养 基 以 Grace 培 
养 基 为 基础 进行 了 改良 (Zhang et al., 2011, 2012) , 
并 添加 20% 胎 牛 血 清 以 促进 细胞 生长 , 血清 为 
HyClone? 南美 胎 牛 血清 (货号 SV30087. 02 ) 与 兰州 
民 海 生物 工程 有 限 公司 生产 的 类 标准 胎 牛 血清 以 
1:1(v/v) 混 合 后 使 用 。 

1.2.2 传代 培养 : 当 原 代 培养 的 细胞 长 满 培养 瓶 底 
后 开始 进行 传代 培养 。 传 代 操作 时 用 5 mL felisi ek 
巴 氏 吸管 轻 轻 吹 起 贴 壁 生长 的 细胞 ,然后 吸取 一 半 细 
胞 液 至 新 培养 瓶 , 补 加 培养 基 后 继续 培养 。 等 待 细胞 
状态 恢复 并 巾 满 瓶 底 后 再 进行 下 一 次 传代 操作 。 

1.3 生物 学 特性 研究 

1.3.1 细胞 形态 学 观察 : 使 用 Olympus IX7198 倒 置 
生物 显微镜 进行 观察 并 拍照 ,用 Olympus CellSens@ 
图 像 分 析 软 件 进 行 细胞 大 小 测量 。 

1.3.2 细胞 生长 曲线 绘制 及 倍增 时 间 计 算 : 取 50 
代 以 上 的 细胞 系 作为 检测 样品 。 取 对 数 生长 期 的 细 
胞 ,用 培养 基 稀 释 细胞 使 密度 降 至 2 x 10 个 /mL 左 
右 , 并 将 混合 好 的 细胞 液 均 匀 分 装 至 20 个 培养 瓶 ， 
ABl 5 mL 细胞 液 于 28Y 恒温 培养 箱 中 继续 培养 。 
Ei 24 h 取 一 瓶 细胞 进行 检测 。 轻 轻 吹 打 贴 壁 细 
胞 使 其 全 部 悬浮 ,使 用 Beckman Vi-CELL? 全 自动 细 
胞 活力 分 析 仪 对 细胞 活力 和 密度 进行 分 析 测 定 。 以 
时 间作 为 横 坐 标 , 活 细胞 密度 作为 纵 坐 标 绘制 细胞 
密度 随 培养 时 间 变 化 的 生长 曲线 图 ,根据 曲线 走势 
确定 细胞 进入 指数 生长 期 阶段 ,并 根据 参考 文献 
( Mitsuhashi, 2002) 所 述 公式 计算 细胞 倍增 时 间 。 
1.3.3 核 型 分 析 : 取 50 代 以 上 的 细胞 系 作为 检测 
样品 ,根据 Mitsuhashi (2002) 所 述 方法 进行 细胞 
定制 片 ,其 中 低 渗 溶液 KO 的 浓度 为 0.6% 。 使 用 
Nikon ECLIPSE E800 生物 显微镜 进行 观察 并 拍照 ， 
挑选 染色 体 清 晰 且 分 散 比 较 好 的 细胞 样本 进行 染色 
体 计数 (样本 数 三 100) ,根据 Yeh 等 ( 2007) 所 述 方 
法 进行 统计 分 析 。 

1.3.4 细胞 来 源 鉴定 : 使 用 北京 全 式 金 生物 技术 
有 限 公 司 的 EasyPure "基因 组 DNA. 提取 试剂 盒 ( 货 
号 EE101-01 ) 分 别提 取 达 摩 风 蝶 新 孵 幼 虫 细 胞 系 、 
幼虫 组 织 块 ,以 及 High Five 细胞 系 ( 作 为 对 照 ) 的 
总 DNA ,并 用 PCR 扩 增 细胞 色素 。 氧化 酶 亚 基 I 
( mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I gene, 
COI) 基因 。 引 物 序 列 为 : HCOI: 5'-TAAACTTC 
AGGGTGACCAAAAAATCA-3'; LCOI: 5'-GGTCAACA 
AATCATAAAGATATTGG-3' ( Folmer et al., 1994) , 































































































PCR 反应 条 件 :94% 5 min;35 个 循环 :94% 1 min, 
54C 1 min;72%C 2 min。 产 物 交 由 生 工 生物 工程 
( 上海) 股份 有 限 公 司 进行 测序 ,结果 使 用 MEGA4. 1 
软件 进行 分 析 (Tamura et al., 2007) 。 
1.4 ”对 AcMNPV 敏感 性 检测 

取 50 代 以 上 的 细胞 系 作为 检测 样品 。 取 指数 
生长 期 的 4 MARE JAUBE T PEE 4] R 290 Jf8L Zi y 密度 分 别 
稀释 至 2.0 x 107 个 /mL 后 接种 于 Corning? 24 4L 4f 
胞 培养 板 ( 货号 3524) 中 。 每 个 细胞 系 铺 4 FL, EEL 
1 mL, 静 置 1 h, 使 细胞 全 部 贴 壁 。 取 首 逢 银 纹 夜 蛾 
核 多 角 体 病毒 (Auiographa californica multiple 
nuclear polyhedrosis virus, AcMNPV ) (江苏 大 学 良平 
博士 馈赠 ) 储 备 液 ( 滴 度 为 1.45 x 10” pfu/mL) 分别 
接种 4 个 细胞 系 ,每 个 细胞 接种 2 孔 , 每 孔 200 pL 
病毒 液 , 置 于 28Y 培养 箱 中 2 h。 吸 弃 每 孔 中 的 全 
部 培养 基 , 添加 新 鲜 培 养 基 2 mL/1L , EF 28 7C HEG 
培养 。120 h 后 对 比 接种 与 未 接种 病毒 的 细胞 形态 
差异 并 拍照 。 
1.5 对 重组 分 泌 型 碱 性 磷酸 酶 杆 状 病毒 
( ACMNPV-SEAP ) 敏感 性 检测 
1.5.1 AcMNPV-SEAP 的 构建 方法 :分 泌 型 碱 性 磷 
酸 酶 (secreted alkaline phosphatase, SEAP) 基因 来 自 
Clontech Laboratories 公司 的 pSEAP2-Control 质粒 

货号 631717) , 其 序列 已 发 布 在 CenBank@ 数 据 库 

(编号 U89938) 。 使 用 以 下 引物 扩 增 获得 SEAP 基 
: SEAP-F; 5'-ATGCTGCTGCTGCTGCTGCT-3' ; 
SEAP-R : 5'-GGATCCTGTCTGCTCGAAGCGGCCGG-3 ' , 
大 小 为 1 590 bp, 酶 切 位 点 为 BamHI, 酶 切 后 
为 1 385 bp。 

利用 Life Technologies 公司 的 Bac-to-Bac@ 杆 状 
病毒 表达 系统 构 AcMNPV-SEAP, 其 中 转移 载体 使 
用 pFastBac HT B 质粒 构建 。 使 用 Ni-NTA 
Purification System 试剂 盒 ( 货号 K950-01 ) 分 离 纯化 
获得 重组 SEAP 和 蛋白 ,其 理论 大 小 为 60 kDa, 通过 
SDS-PAGE 电泳 分 析 重 组 蛋白 大 小 。 使 用 Promega 
公司 的 Western Blue? Stabilized Substrate for 
Alkaline Phosphatase 试剂 盒 ( 货 号 83841) 与 重组 蛋 
白 底 物 进行 反应 观察 是 否 变色 进一步 验证 
AcMNPV-SEAP 在 SO 细胞 中 是 否 表达 了 重组 蛋白 。 
1.5.2 对 AcMNPV-SEAP 敏感 性 检测 : 取 50 代 以 
上 的 细胞 系 作为 检测 样品 。 供 试 细胞 系 :本 研究 新 
建 的 4 个 达 摩 凤 蝶 新 孵 幼虫 细胞 系 ,作为 对 照 的 Sf9 
和 High Five 细胞 系 。 利 用 Reed & Münch 的 有 限 稀 
FEIA (limiting dilution ) 分 别 测定 各 细胞 系 的 半数 组 
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织 培 养 感染 剂量 (median tissue culture infectious 
dose, TCID;, ) ( Murhammer, 2007; Summers and 
Smith, 1987) ,其 中 供 试 细胞 系 的 初始 密度 均 控 制 
在 1.0 x10" 个 /mL 左右 ,病毒 储备 液 滴 度 为 3.19 x 
10* pfu/mL, 9f 10 *, 1074 107, — A107 
的 稀释 ,感染 10 d 后 使 用 Toyobo 公司 的 Reporter 
Assay Kit-SEAP 试剂 盒 ( 货 号 SAK-101 ) 对 每 孔 重 组 
SEAP 的 表达 量 进行 检测 。 

1.6 数据 分 析 

1.6.1 细胞 系 形态 统计 分 析 方 法 :使 用 Olympus 
IX719 倒 置 显微镜 对 培养 中 的 达 摩 风 蝶 细胞 系 进 行 
拍照 。 每 个 细胞 系 选取 10 个 不 同 培养 瓶 拍 照 。 使 
用 Adobe® Photoshop9 CS6 Extended 中 的 “计数 工 
具 ” 分 别 对 每 张 照 片 中 的 不 同形 态 的 细胞 (分 为 圆 
形 、 梭 形 及 多 边 形 细 胞 ) 进行 计数 统计 。 使 用 
Microsoft? Excel? 2013 计算 各 细胞 系 不 同形 态 细 胞 
所 占 比例 的 平均 值 和 标准 差 。 

1.6.2 细胞 系 大 小 分 析 统 计 方法 : 使 用 Olympus 
CellSens@ 图 像 分 析 软 件 对 各 细胞 系 中 圆 形 细胞 直 
径 ,以 及 梭 形 细胞 的 长 轴 和 短 轴 进行 测量 , 使 用 
Microsoft? Excel? 2013 计算 其 平均 值 和 标准 差 。 
1.6.3 染色体 数量 统计 与 分 析 方 法 :使 用 Adobe? 
Photoshop® CS6 Extended 中 的 “计数 工具 ”对 各 细胞 
系 的 染色 体 条 数 进行 统计 ,每 个 细胞 系统 计 的 样本 
数 (n) 不 少 于 100 个 细胞 。 使 用 IBM® SPSS® 
Statistics Ver. 19 对 各 细胞 系 染 色 数 量 进行 频数 分 
析 , 并 绘制 直方 图 以 及 正 态 曲 线 。 

1.6.4 TCID;, 计算 方法 :使 用 Microsoft® Excel 
2013 进行 数据 分 析 。 对 96 和 孔 板 最 后 一 行 (五 行 , 即 
空白 对 照 )12 孔 的 化 学 发 光 值 求 平均 值 4 和 标准 差 
B。 利 用 下 列 公式 将 其 他 84 孔 对 应 的 化 学 发 光 值 C 
转换 为 阴性 ( - ) 或 阳性 ( + ) 标 记 : 

> B, + 

TTE 

即 C 与 4 差 值 的 绝对 值 如 果 大 于 B 则 标记 该 孔 为 
阳性 ,表示 此 孔 细 胞 受到 了 AcMNPV-SEAP 的 侵 染 ; 
否则 标记 为 阴性 。 根 据 标记 结果 使 用 文献 所 述 方法 
(Grasela et al., 2012) 计算 TCID,, 和 感染 复数 
( multiplicity of infection, MOI) 。 
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2 结果 


2.1 X^ BE DUET A7 HR ZR T B] E sr 
2.1.1. 原 代 培 养 : 原 代 培养 共 获 得 38 瓶 培养 物 ,其 


中 有 9 瓶 在 培养 初期 有 大 量 细胞 从 组 织 块 上 迁 出 并 
贴 壁 生长 (图 1: A), zt E S BUE R 
形 ,以 及 多 边 形 , 细 胞 饱满 且 边 缘 明 亮 有 光泽 ,分 裂 
增殖 旺盛 。 经 过 1 个 月 的 培养 ,有 9 瓶 细胞 已 长 满 
瓶 底 。 但 之 后 细胞 分 裂 速度 减缓 直至 停滞 , 镜 检 观 
察 发 现 绝 大 多 数 细胞 轮廓 渐变 模糊 , 胞 内 出 现 空 泡 
及 多 个 明亮 的 颗粒 状 内 含 物 ( 图 1: B)。 这 段 时 期 持 
续 长 达 2 个 月 。 当 培养 工作 进入 4 个 月 后 ,有 7 瓶 培 
养 物 形 态 开 始 发 生 转 变 ,细胞 边缘 变 得 清晰 有 光泽 ， 
胞 内 空 泡 结构 消失 ,但 颗粒 状 细胞 内 含 物 仍然 很 多 。 
细胞 渐渐 恢复 增殖 能 力 。 当 观察 到 新 增 细 胞 已 贴 满 
培养 瓶 底 并 生长 为 多 层 细胞 时 进行 分 瓶 传代 培养 。 
2.1.2 传代 培养 : 第 1 次 传代 操作 时 , 由 于 细胞 还 
未 适应 吹 打 力 对 其 造成 的 损伤 ,出 现 大 量 细胞 破碎 
的 现象 ,部 分 游离 的 细胞 团 漂浮 在 培养 基 中 无 法 继 
续 贴 壁 生长 。 经 过 1 个 半月 的 培养 ,细胞 形态 和 活 
力 逐 渐 恢 复 。 当 镜 检 发 现 细 胞 生长 贴 满 平底 后 进行 
第 2 次 传代 。 之 后 又 过 了 1 个 月 进行 第 3 次 传代 。 
随 着 细胞 逐渐 适应 ,其 增殖 能 力 更 加 旺盛 ,传代 的 时 
间 间 隔 越 来 越 短 。 经 过 了 2 年 多 的 培养 ,最 终 有 4 瓶 
培养 物 传代 超过 50 次 有 旦 生物 学 特性 一 直 良 好 ,成 为 
稳定 的 达 摩 风 则 新 敢 幼 虫 细 胞 系 ,分别 命 名 为 RIRI- 
PaDe-1, RIRI-PaDe-2, RIRI-PaDe-3 J£ RIRI-PaDe-4。 
4 个 细胞 系 在 液 氮 中 能 够 长 期 保存 ,复苏 成 功 。 
2.2 ” 达 摩 凤 蝶 新 骼 幼虫 细胞 系 的 生物 学 特征 
2.2.1 细胞 形态 : 各 细胞 系 生长 至 第 50 代 后 ,我 
们 对 其 细胞 形态 和 大 小 进行 分 类 和 测量 。RIRI- 
PaDe-1 的 细胞 类 型 组 成 有 圆 形 、 梭 形 , 以 及 多 边 形 
(三 边 或 四 边 ,类似 表皮 细胞 ) (图 1: D) ,其 中 圆 形 
细胞 所 占 比例 最 大 , 约 61.73% +1.33 %( 平 均值 + 
标准 差 , 下 同 ) ,直径 从 7. 06 ~35.11 pm 不 等 (样本 
量 n=210 个 细胞 ) ;其 次 是 梭 形 占 30.56% +3.19% , 
长 度 从 15.28 ~58.29 jm 不 等 (n=100) ;多 边 形 所 
占 比例 最 少 为 7.71% +3.01% ,大 小 不 规则 。 

细胞 系 RIRI-PaDe-2 主要 为 圆 形 细胞 (图 1: 
E) ,直径 从 7.14 ~27.66 um 不 等 (n 2170) ,平均 直 
径 为 13.92 +0.03 um, 

RIRI-PaDe-3 的 细胞 类 型 组 成 与 上 述 2 个 细胞 
有 和 较 大 差异 。 如 图 1(C) 所 示 , 贴 于 培养 瓶 底 的 主要 
为 类 似 表皮 细胞 和 纤维 状 细胞 ,它们 形态 各 蜡 成 片 
生长 ,细胞 膜 难 于 识别 , 胞 内 有 大 量 空 泡 状 结构 。 
形 细胞 则 附着 于 这 些 贴 壁 细胞 之 上 成 团 生 长 。 这 些 
圆 形 细胞 团 中 心 区 域 的 细胞 密度 很 高 ,它们 相互 压 加 
形成 多 层 结构 ,裸眼 即 可 观察 到 这 些 细胞 斑 。 研 究 



























































830 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 58 卷 





: 
EC 


50 nm 


RITE 


Ed 1/4 MARE XUI] E RESA 


Photomicrographs of four cell lines developed from the neonate larvae of Papilio demoleus 


Fig. 1 








p. 


A: 原 代 培养 2 周 后 的 RIRI-PaDe-3 细胞 形态 Photomicrograph of RIRI-PaDe-3 cells after 2 weeks of primary culture; B: 原 代 培养 2 个 月 后 的 
RIRI-PaDe-3 细胞 , 胞 内 出 现 大 量 空 泡 状 结构 Isolated round cells with intracytoplasmic vacuoles appeared after 2 months of RIRI-PaDe-3 primary 
culture; C; 传 至 第 52 代 的 RIRI-PaDe-3 细胞 系 形态 照片 RIRI-PaDe-3 cell line of the 52nd passage; D: 传 至 第 53 fX RIRI-PaDe-1 细胞 系 的 形态 
照片 RIRI-PaDe-l cell line of the 53rd passage; E: 传 至 第 60 代 的 RIRI-PaDe-2 细胞 系 形 态 照片 RIRI-PaDe-2 cell line of the 60th passage; F; f£ 
至 第 52 代 的 RIRI-PaDe-4 细胞 系 形态 照片 RIRI-PaDe-4 cell line of the 52nd passage. 





发 现 ,如 果 长 时 间 不 更 换 培 养 基 , 待 营养 物质 消耗 殖 尽 
时 ,细胞 团 中 心细 胞 逐渐 褐 化 并 扩散 ,而 其 他 3 个 细胞 
系 未 发 现 类 似 褐 化 现象 ,其 原因 还 有 待 进 一 步 研 究 。 
RIRI-PaDe-4 细胞 系 类 型 组 成 和 大 小 与 PaDe-1 
非常 类 似 ( 图 1: F) ,包括 圆 形 、 梭 形 以 及 多 边 形 细 
胞 。 其 中 圆 形 细 胞 占 58.3596 +4.22% ,直径 平均 
为 13.81 +0.42 pm(n 2130) , 
2.2.2 生长 曲线 及 细胞 倍增 时 间 : 图 2 所 示 为 4 
个 达 摩 风 蝶 新 财 幼 虫 细 胞 系 在 传 至 第 50 代 后 的 生 
长 曲线 。 根 据 曲 线 计 算 各 细胞 系 的 倍增 时 间 见 表 
2。 由 结果 看 出 RIRI-PaDe-3 细胞 系 的 群体 倍增 时 
间 最 长 ,其 余 3 个 细胞 系 的 倍增 时 间 比 较 接 近 。 





2.2.3 核 型 分 析 : 在 1 000 倍 光 学 显微镜 下 观察 发 
现 ,4 个 达 摩 风暴 新 孵 幼 虫 细 胞 系 的 染色 体 呈 点 状 
聚集 于 核 区 , 且 数 量 众多 (图 3) ,无 法 通过 染色 体形 
态 进 行 辨认 ,只 能 进行 数量 统计 分 析 。 各 细胞 系 染 
色 体 条 数 分 布 统计 结果 见 图 4。 从 图 表 可 以 看 出 ,4 
个 细胞 系 染 色 体 数量 均 呈 正 态 分 布 ,统计 的 细胞 数 
量 越 多 ( 如 RIRI-PaDe-2 的 样本 量 2176) ,这 种 分 
布 趋 势 越 明显 。 其 中 ,细胞 系 RIRI-PaDe-2, RIRI- 
PaDe-3 及 RIRI-PaDe-4 的 染色 体 数 目 分 布 区 间 比 较 
接近 , 主要 分 布 在 45 ~ 97 条 之 间 , 细胞 系 RIRI- 
PaDe-1 的 染色 体 条 数 相 比 偏 少 ,主要 集中 在 36 ~ 90 
条 之 间 。 各 细胞 系 染色 体 平均 条 数 见 表 2。 
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Fig. 2 Growth curves of four cell lines developed from the neonate larvae of Papilio demoleus 
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Fig. 3 Representative mitotic chromosomal spread of four cell 








lines developed from the neonate larvae of Papilio demoleus 
A-D: 分 别 为 细胞 系 RIRI-PaDe-1, RIRI-PaDe-2, RIRI-PaDe-3 以 
及 RIRI-PaDe-4 的 染色 体形 态 照 片 Chromosomal spreads of RIRI- 
PaDe-1 , RIRI-PaDe-2, RIRI-PaDe-3, and RIRI-PaDe-4, respectively. 


2.3 4 个 达 摩 凤 蝶 新 贱 幼 虫 细 胞 系 对 AcMNPV 的 
敏感 性 

4 个 达 摩 凤 蝶 新 孵 幼 虫 细胞 系 感染 AcMNPV 病 
毒 120 h 后 的 形态 见 图 5, RIRI-PaDe-1 和 RIRI- 
PaDe-3 细胞 大 量 破 碎 ( 图 5: A 和 C), 细 胞 表面 有 
明显 突起 , 胞 内 出 现 空 腔 。 与 未 感染 病毒 的 对 照相 
比 ,RIRI-PaDe-2 和 RIRI-PaDe-4 细胞 内 颗粒 状 内 会 
物 均 明显 增多 , RIRI-PaDe-2 有 部 分 细胞 破碎 ,但 
RIRI-PaDe-4 破碎 的 细胞 较 少 。 可 见 ,4 A AES UE 
399 4] R RAT AcMNPV 均 表 现 出 敏感 性 ,但 敏 
感性 强 弱 有 明显 不 同 。 
2.4 4 个 达 摩 凤 蝶 新 螂 幼虫 细胞 系 对 AcMNPV- 
SEAP 的 敏感 性 

为 了 定量 研究 4 个 达 摩 凤 蝶 新 财 幼 虫 细胞 系 对 
AcMNPV 敏感 性 差异 ,本 研究 构建 了 重组 分 泌 型 碱 
性 磷酸 酶 杆 状 病毒 (AcMNPV-SEAP) ,通过 测定 重 
组 蛋白 表达 量 ,结合 有 限 稀 释 法 测定 各 细胞 系 的 半 
数组 织 培 养 感染 剂量 TCIDs, , 比较 各 细胞 系 对 病毒 











的 敏感 性 。 
2.2.4 ”细胞 系 来 源 分 子 鉴 定 : 使 用 PCR 扩 增 达 摩 — 2.4. 1 ”AcMNPV-SEAP 的 构建 : 使 用 P2 代 





凤 蝶 幼虫 组 织 块 .4 个 达 摩 风 蝶 新 孵 幼 虫 细 胞 系 , 以 
及 作为 对 照 的 High Five 细胞 系 的 COI 基因 序列 
( GenBank 登录 号 KP200877 ~ KP200882) , 并 对 获 
得 的 结果 进行 碱 基 比 对 ,结果 为 来 源 于 4 个 细胞 系 
和 幼虫 组 织 的 COL 序列 一 致 性 为 100% ,与 High 
Five 细胞 系 的 COIL 序列 一 致 性 为 87% ,证 明 4 个 细 
胞 系 来 源 于 达 摩 凤 蝶 组 织 。 











AcMNPV-SEAP 感染 SO 细胞 系 96 h 后 收集 细胞 
液 ,通过 分 离 纯 化 获得 重组 SEAP 和 蛋白 ,SDS-PAGE 
电泳 检测 结果 见 图 6。SEAP 的 理论 大 小 为 57.7 
kDa, 加 上 NN 端 多 聚 组 氨 酸 (6 x His) PREA TEV 3H 
别 位 点 ,产物 大 小 在 60 kDa 左右 。 从 电泳 结果 可 
见 , 洗 脱 后 的 蛋白 大 小 接近 预测 值 。 利 用 5- 省 -4- 
«C3 - I| EE ( BCIP) 作为 底 物 与 洗 脱 样品 一 起 膜 
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A RIRI-PaDe-1 (61st passage), n=128 
Mean+SD=62.83+26.54 
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Meanx5D-68.08*22.078 


细胞 数 (个 ) 
Number of cells 


SN 
0 50 100 150 200 
染色 体 数目 


Chromosome number 




















B RIRI-PaDe-2 (60th passage), n=176 
Mean+SD=73.19+24.274 
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Fig. 4 Chromosome number distribution in four cell lines developed from the neonate larvae of Papilio demoleus 


n: 统计 的 细胞 数 Sample size. 


上 孵育 可 显 的 深 紫 色 ,证 明 样品 中 含有 碱 性 磷酸 酶 。 
由 此 可 见 ,构建 的 AcMNPV-SEAP 在 SO 细胞 系 中 
表达 了 重组 SEAP。 使 用 蚀 斑 检测 法 (plaque assay) 
测定 P2 代 AcMNPV-SEAP 的 滴 度 为 3. 19 x108 pfu/ 
mL ,并 以 此 为 供 试 病毒 储备 液 进行 细胞 对 AcMNPV- 
SEAP 敏感 性 研究 。 

2.4.2 对 AcMNPV-SEAP 的 敏感 性 : 表 1 列 出 了 使 
用 SEAP 化 学 发 光 法 检测 获得 的 Sf9 细胞 系 受 到 不 
同 稀释 度 AcMNPV-SEAP 感染 后 重组 SEAP 表达 量 
数据 ,其 行列 数值 对 应 试验 中 96 孔 板 中 每 孔 读数 。 
表 中 最 后 一 行 数据 对 应 未 受 病 毒 感染 的 细胞 对 照 
样 ,其 平均 值 为 36 185. 53 ,标准 差 为 71 949. 75 , 计 
算 其 他 孔 数 值 与 此 平均 值 的 差 值 并 取 绝 对 值 , 如果 
结果 大 于 标准 差 , 则 认为 此 孔 细 胞 受到 AcMNPV- 








SEAP 侵 染 ,标记 为 ”+ ”, 和 否则 标记 为 ”-”( 表 1)。 
再 根据 Reed 和 Münch 的 计算 方法 获得 SO 的 TCID。 
数值 为 10 > ,其 含义 是 将 供 试 的 AcMNPV 病毒 液 
fi 10 一“ 倍 的 稀释 后 接种 到 96 孔 细 胞 培养 板 , 每 孔 
100 uL 病毒 稀释 液 , 可 使 50% 接种 孔 ( 即 48 FL) 的 
细胞 发 生病 变 。 换 算 病 毒 滴 度 ( 用 MOI 表示 ) 为 
2.39 x10 pfu/mL。 同 样 计算 方法 获得 4 个 达 摩 风 
蝶 细 胞 系 TCID,, fil MOI 值 ( 表 2)。AcMNPV-SEAP 
能 够 侵 染 大 部 分 孔 中 的 High Five 细胞 ,结果 已 超出 
TCID: 的 计算 范围 ,在 供 试 的 6 个 细胞 系 中 , High 
Five 对 AcMNPV-SEAP 最 敏感 。 

根据 结果 可 知 ,6 个 细胞 系 对 AcMNPV-SEAP 
的 敏感 性 由 大 到 小 分 别 为 :High Five, RIRI-PaDe-3 , 
RIRI-PaDe-4, RIRI-PaDe-1, Sf9 fil RIRI-PaDe-2, 在 
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图 5 感染 AcMNPV 病毒 的 4 个 达 摩 凤 蝶 新 孵 幼虫 细胞 系 形态 照片 
Fig. 5 Photomicrograph of four cell lines developed from the neonate larvae of Papilio demoleus infected with AcMNPV 
A-D: 分 别 为 细胞 系 RIRI-PaDe-1, RIRI-PaDe-2, RIRI-PaDe-3 以 及 RIRI-PaDe-4 受 AcMNPV 侵 染 后 的 形态 照片 Photomierograph of RIRI- 
PaDe-1, RIRI-PaDe-2, RIRI-PaDe-3, and RIRI-PaDe-4 infected with AcMNPV , respectively. 
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E 


图 6 重组 分 泌 型 碱 性 磋 酸 酶 SDS-PACE 电泳 结果 
Fig. 6 SDS-PAGE analysis of the recombinant 





secreted alkaline phosphatase 
SI - S4. 不 同 洗 脱 时 间 收 集 的 样品 Samples obtained at different elution 
time; M: 蛋白质 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker. 




















4 个 达 摩 凤 蝶 细胞 系 当 中 ,RIRI-PaDe-3 对 AcMNPV- 
SEAP 较为 敏感 ,可 作为 重组 杆 状 病毒 表达 的 宿主 。 


3 讨论 


综 上 所 述 ,本 文 以 达 摩 凤 蝶 新 同 幼 虫 为 试验 材 
料 建立 了 4 个 达 摩 凤 蝶 细胞 系 ,其 基础 生物 学 特性 、 





病毒 敏感 性 等 方面 均 有 差异 。4 个 达 摩 风 蝶 细胞 系 
的 建立 不 仅 可 用 于 昆虫 生理 生化 及 基础 生物 学 的 研 
究 ,也 为 野生 幼虫 的 生物 防治 和 人 工 繁殖 时 减少 病 
害 提 供 试验 材料 。 

从 结果 看 出 ,本 研究 建立 的 4 个 细胞 系 都 来 源 
于 达 摩 风 蝶 新 孵 幼虫, 从 细胞 来 源 的 分 子 鉴 定 也 证 
明 其 遗传 背景 相同 ,但 各 系 的 生物 学 特性 却 有 很 大 
差异 。 昆 虫 细胞 建 系 过 程 也 是 一 个 细胞 筛选 的 过 
程 。 本 研究 使 用 新 孵 幼 虫 全 虫 作为 试验 材料 , 原 代 
培养 物 中 包含 有 不 同 组 织 来 源 的 各 种 类 型 的 细胞 。 
其 中 有 些 类 型 细胞 生长 增殖 速率 更 快 ,最 终 成 为 构 
成 细胞 系 的 主要 细胞 类 和 群 ; 而 增殖 较 慢 的 一 类 细胞 
群体 会 在 多 次 传代 后 渐渐 被 淘汰 。4 个 新 建 细胞 系 
均 表 现 这 样 的 特点 , 且 由 于 各 细胞 系 的 主要 细胞 类 
型 不 同 , 因 此 造成 了 各 系 之 间 生 物 学 特性 的 差异 。 
通过 细胞 的 克隆 技术 从 细胞 群体 中 筛选 出 具有 某 一 
特性 的 单一 来 源 细胞 系 成 为 了 下 一 步 的 研究 内 容 。 

昆虫 细胞 系 来 源 鉴 定 的 方法 有 很 多 种 ,早期 主 
要 使 用 同 工 酶 法 对 细胞 代谢 过 程 中 的 关键 酶 进行 检 
测 获 得 其 电泳 图 谱 , 通 过 比 对 同 工 酶 图 谱 区 分 细胞 
来 源 。 此 方法 操作 流程 较 复杂 ,对 操作 人 员 技 巧 有 
一 定 要 求 (Brown and Knudson，1982 ) 。 随 着 DNA 
测序 技术 越 来 越 成 熟 ,费用 越 来 越 低 ,通过 比 对 不 同 
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m1 化 学 发 光 法 检测 SS9 细胞 系 对 AcMNPV-SEAP 的 敏感 性 
Table 1 Analysis of the sensitivity of Sf9 cell line to AcMNPV-SEAP using chemoluminescence 
病毒 稀释 度 化 学 发 光 值 Chemiluminescence value 
Virus dilution 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
10-4 451 127.00 662 403.00 497 276.00 628 223.00 708 099.00 554 303.00 645 345.00 786 192.00 653 679.00 315 029.00 696 792.00 782 000.00 
(+) (+) (+) (+) (+) (+) CE) (+) CE) (+) (+) CE) 
10-5 360 077.00 202 603.00 276 348.00 261 265.00 335 469.00 309 886.00 179 680.00 255 857.00 227 923.00 141 544.00 242 033.00 291 646.00 
(+) (+) (+) (+) CT) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 
10-6 37 896.60 9 578.55 52 836.00 10093.50 130 150.00 132 045.00 249 058.00 89 857.60 38 342.20 18212.90 46283.10 64288.90 
C) ie) E=) (vc) (+) (+) (+) (-) (-) t=) Cm) Cs) 
10-7 124 662.00 13 572.70 5273.85 4620.12 271 111.00 328 282.00 145 795.0 32427.70 56 442.30 36664.70 124 247.00 25 061.00 
(+) (=) C-) (ex) (+) (+) C) Cm) C-) C-) (+) (=) 
10-8 2 571.81 49199.30 4492.32 14250.50 5509.17 6428.32 161 731.00 179 411.00 17234.50 6536.37 7299.91 4684.75 
t=) (-) (3) 63) (=) C-) (+) (+) es CE9 (-) (-) 
10-2 241 691.00 32 873.30 7766.36 9099.54 3725.19 8114.51 5157.81 5138.29 221 014.00 140 604.00 29 346.20 203 131.00 
(+) C-) G53 G3) C-) C-) e) (=) (+) (+) 63) (+) 
TET 10318.40 3631.33 61663.30 3847.45 1307.78 5093.04 2115.30 2260.22 3994.70 1696.19 3826.04 4460.60 
(=) (=) e) Gay (=) (=) (3 c=) C-) C=) (=) Cs) 
XJH& Control * 257 520.00 26 967.80 9016.16 26 719.20 3563.45 12286.40 2985.65 6430.74 2782.94 1182.52 20 003.20 64 768.30 


“未 接种 病毒 的 阴性 对 照 Uninfected cells as the negative control. + : 此 孔 细 胞 受到 AcMNPV-SEAP 侵 染 Infecte 
细胞 未 受到 AcMNPV-SEAP 侵 染 Uninfected with AcMNPV-SEAP. 


表 2 4 个 达 摩 凤 蝶 新 旷 幼 虫 细 胞 系 主要 生物 学 特性 比较 


d with AcMNPV-SEAP; - : 此 孔 


Table 2 Comparison of main biological characteristics of four cell lines developed 


from the neonate larvae of Papilio demoleus 



































- "m 平均 染色 体 数 对 AcMNPV-SEAP 敏感 性 

4 [2-394 ps 

细胞 系 细胞 群体 信 增 时 间 Ch) Chromosome number Sensitivity to AcMNPV-SEAP 

Cell line Population doubling time EN y 

(平均 值 Mean + SD) TCID;, MOI ( pfu/mL) 

RIRI-PaDe-1 69.77 62.83 +26. 54 1077:50 2.18 x 10? 
RIRI-PaDe-2 67.42 72.19 x24.27 10 5:37 2.54 x 107 
RIRI-PaDe-3 81.48 68.08 «22.09 10-92 1.15 x 10!! 
RIRI-PaDe-4 65.43 67.86 £22.64 10 77.78 4.11 x 10? 


AcMNPV-SEAP 稀释 前 的 储备 液 滴 度 为 3. 19 x 10 pfu/mL, The titer 


同 物 种 特异 性 的 碱 基 序列 进行 物种 分 类 已 变 得 十 分 
普及 。 在 序列 选择 上 ,COI 被 认为 是 具有 足够 变异 性 





of AcMNPV-SEAP stock solution was 3. 19 x 10 pfu/mL before being diluted. 


AcMNPV 侵 染 后 会 在 细胞 内 形成 病毒 颗粒 ,通过 镜 
检 可 区 分 这 些 受 感染 的 细胞 。 而 达 麻 凤 蝶 细 胞 中 仿 








可 区 分 不 同 物种 的 小 分 子 基因 序列 ,目前 作为 标准 比 
对 序列 应 用 于 DNA 条 形 码 技术 (DNA barcoding) , 具 
有 操作 简便 、 可 信和 度 高 等 优点 ,开始 被 广泛 应 用 在 分 
子 水 平 上 对 不 同 来 源 物种 进行 区 分 ( Hebert et al.， 
2013 ) 。 本 研究 使 用 DNA. 条 形 码 技术 对 达 摩 风 蝶 细 
胞 系 来 源 进 行 鉴定 。 引 物 的 设计 是 通过 分 析 来 自 无 
疹 椎 动物 门 的 11 个 纲 的 大 量 COL 基因 片段 样本 而 
获得 的 “通用 ”引物 (Folmer et al., 1994)。 对 20 个 
虫 种 来 源 的 组 织 和 细胞 进行 分 析 的 结果 显示 ,此 方 
法 可 用 于 昆虫 细胞 系 来 源 鉴定 ,其 准确 度 很 高 。 
从 图 1 细胞 形态 照片 可 以 看 出 ,在 生长 状态 良 
好 的 情况 下 ,4 个 达 摩 凤 蝶 细胞 中 均 有 明亮 的 颗粒 
物 。 有 关 这 些 颗粒 物 来 源 及 组 成 目前 还 尚未 知晓 ， 
有 待 进一步 研究 确定 。 但 这 样 的 细胞 结构 特点 在 人 研 
究 杆 状 病毒 侵 染 时 会 造成 一 定 干 扰 。 当 细胞 受到 
























































有 的 颗粒 物 会 干扰 判断 造成 统计 上 的 误差 ,导致 结 
果 不 准 确 。 为 了 避免 这 种 主观 因素 造成 的 误差 ,本 
研究 使 用 重组 杆 状 病毒 AcMNPV-SEAP 作为 研究 细 
胞 对 病毒 敏感 性 的 工具 ,通过 检测 重组 SEAP 在 达 
摩 凤 蝶 细 胞 中 的 表达 量 来 确定 细胞 受 感染 情况 ,可 
避免 上 述 原 因 造 成 的 误差 ,提高 数据 的 可 靠 性 。 

从 对 病毒 敏感 性 研究 结果 看 出 ,虽然 4 个 细胞 
系 都 来 源 于 达 摩 凤 蝶 ,但 它们 对 AcMNPV-SEAP 的 
敏感 性 有 显著 差异 。 研 究 已 证 明 ,AcMNPYV 基因 组 
中 存在 可 识别 宿主 细胞 的 许多 相关 基因 (Ishikawa et 
al., 2004) ,它们 的 表达 对 病毒 的 宿主 域 影响 非常 
大 。 如 宿主 细胞 特异 性 因子 1 (host cell specific 
factor, HCF-1) , 它 能 使 AcMNPV 识别 特异 性 的 组 织 
和 细胞 (Wilson et al., 2005) 。 虽 然 已 确定 有 多 个 基 
KHS AcMNPV 宿主 域 的 识别 ,但 有 关 杆 状 病毒 宿 
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主 域 决 定 的 分 子 机 制 仍 未 有 重大 突破 。 弄 清 这 一 机 
制 ,可 对 病毒 基因 进行 改变 以 扩大 杆 状 病毒 的 宿主 
域 ,对 发 挥 杆 状 病毒 在 生产 实践 中 的 潜能 具有 重要 
意义 。 本 研究 建立 的 4 个 细胞 系 遗 传 背景 相同 ,但 
对 病毒 敏感 性 的 反应 机 制 不 同 ,是 研究 杆 状 病毒 与 
昆虫 细胞 之 间 相 互 关 系 的 理想 材料 。 
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